
Direttore ilei 



Laboratorio di Fisiologia della R. Università di <*m 





Estratto dal Bollettino della B. Accademia Medica di Genova 

Anno XVIII - N. 2 


SIENA 

TIP. R LIT. SORDOMUTI DI h. LAZZERI 


19 03 

















































Laboratorio di Fisiologia della R. Università di Genova 


Prof. Fil. BQTTAZZI 

Direttore 

Un mezzo assai semplice per ottenere grandi masse di cellule epiteliali 

(Nota preliminare) 


k assai tacilo tare estratti di organi parenchima tosi (fegato, 
reni, ghiandole salivari, pancreas, eco.), e indagare la natura cìii- 
mica e le proprietà fisiologiche delle sostanze passate nel liquido di 
estrazione, perchè quegli organi contengono una massa cellulare 

i 

specifica tanto prevalente su quella dei tessuti interstiziali, che que¬ 
st’ ultima può essere del tutto trascurata. 

Se invece si voglia studiare le sostanze contenute nelle cellule 
epiteliali che tappezzano il tubo gastro-enterico, quelle delle ghiandole 
gastriche, delle ghiandole di Lieberkiihn, le sostanze chimiche 
delle cellule che tappezzano l’albero respiratorio, o le cavità sierose 
pleuriche, peritoneali ec. finora noi non possedevamo altro mezzo 
inori di quello di fare estratti delle intere membrane muccose o 

sierose, nelle quali le sostanze cellulari epiteliali costituiscono una 

* " 

massa di molto inferiore a quella dei tessuti accessorii (connettivo, 
muscolare, elastico). 

Ciò rende ragione del fatto che la composizione chimica delle 
cellule rivestenti le membrane muccose e sierose è rimasta finora 
affatto ignota, mentre più di una questione riguardante 1 ? origine di 
una sostanza chi mica trovata attiva negli estratti di muccose rimane 
sempre insoluta, appunto perchè la detta sostanza, dati i metodi 
odierni, potrebbe derivare dalle cellule epiteliali, dalle formazioni 
linfatiche esistenti nelle pareti del tubo digerente, dai succhi con¬ 
tenuti in queste pareti ecc. ecc. • 

lo ho sperimentato un metodo che elimina gl’inconvenienti la¬ 
mentati, e rende possibile la raccolta di quantità considerevoli di 
cellule epiteliali sia della superfìcie del tubo digerente, come di quella 
dei bronchi e dei polmoni, e spero di riesci re ad ottenere anche 
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masse sufficienti di cellule dello strato muccoso del M-alpighi e 
delle cavità sierose. 

Il metodo è semplicissimo, e consiste nell’uso del fluoruro sodico. 

L Polmone (di cane, di coniglio). 

Dissanguato l'animale, si espelle tutto il sangue dai polmoni 
mediante circolazione di soluzione 1 °/ 0 di NaOl per V arteria pol¬ 
monare. Si asporta il polmone intero con un lungo tratto di trachea, Io 
si riempie di soluzione 1-2 °/ 0 di Na F, purissimo (non ostante la purezza 

i 

del sale, preso dal Kahlbaum, le soluzioni acquose di Na F hanno 
seriìpre reazione deboimenre al ca 1 ina), e lo si ajipenrle ]>er la trachea a 
un sostegno. Dopo qualche minuto, il liquido comincia a filtrare, a goc¬ 
ce perchè il Na F ha già alterato P epitelio alveolare. Dopo 8-1.0 ore, 
si raccoglie il contenuto dei polmoni, spremendone dolcemente il 
tessuto. Si lascia in riposo in grandi vasi cilindrici o conici, e si 
raccoglie i materiale depositatosi al 'ondo di essi, che può essere 
ancora lavato con soluzione di Na F o di Na 01, secondo i bisogni. 
Quel materiale è costituito: di cellule bronchiali, cigliate o no, di 
piaceli ette alveolari anucleate, <!i grosse cellule nueleate granulose 
e rotondeggianti. Spesso si trovano lunghi tubi epiteliali, le cui pa¬ 
reti sono costituite da piccole cellule aggregate, e provengono dai 
broncheoli. 

Nei cani giovani e nei conigli Fazione disepitelizzante del fluo¬ 
ruro sodico è più rapida che negli animali adulti o vecchi. 

Oltre agli elementi cellulari, isolati o ancora in un certo nu¬ 
mero insieme riuniti, e a numerose granulazioni derivanti da cel¬ 
lule disfatte, al microscopio non si osservano altri elementi : non 
libre connettiva! i nè muscolari nè elastiche; o se la lavatura dei vasi 
è stata sufficiente, nemmeno cellule del sangue. 

II. Tubo digerente. 

Ho sperimentato su intestino di cane, di coniglio, di agnello, 
di pecora, di bue, di vitello $ e su stomachi e intestini di maiali. Il 
resultato è stato sempre essenzialmente lo stesso; solo la massa de¬ 
gli epi elii ottenuti è stata maggiore o minore secondo V età del- 
1' animale e il tempo durante il quale la soluzione di Na F ha agito 
sulla muccosa. Descriverò soltanto gli esperimenti fatti su stomachi 
e intestino di maiali. 

1. Stomaco . Lo stomaco freschissimo, tagliato poco sopra il car¬ 
dias e un poco sotto il piloro, è lavato abbondantemente con acqua 
corrente per qualche minuto. Chiùsa quindi una dellejaperture, per V al¬ 
tra, mediante un imbuto, s 1 introduce l / i I di soluzione 2 % di Na F. 
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Si chiude con un filo anche V altra apertura. Dopo 8-12 ore si rac¬ 
coglie il contenuto gastrico, il quale in poco tempo si divide in un 
abbondante deposito biancastro, e in un liquido soprastante denso 
filante e opalescente. Il materiale sedimentato, osservato al micro¬ 
scopio, lascia riconoscere numerose cellule isolate granulose, detriti 
cellulari e numerosissimi granuli provenienti da cellule disfatte, lembi 
di epitelio con le cellule ancora unite fra loro, e finalmente nume¬ 
rose ghiandole gastriche intere o pezzi di tubi ghiandolari, con le 
cellule perfettamente riconoscibili e granulose. 

Non vi sono altri elementi istologici, o per lo meno sono tanto 
scarsi che non attirano l 1 attenzione dell 1 osservatore. 

2, Tubo intestinale , Il lungo intestino di maiale è tagliato in 
più pezzi di lunghezza conveniente. Ciascun pezzo è lavato con acqua 
corrente, chiuso a un’ estremità, ripieno di soluzione 2 % M fluoruro 
sodico e quindi chiuso audio all' altra estremità. Dopo poco tempo, 
comincia a trasudare per le pareti intestinali un liquido chiaro e 
tenue, musa 1" alterazione della mucosa provocata dal fluoruro. Due 
sta trasudazione di liquido non l’ho osservata negli esperimenti sugli 

stomachi di maiale. • lfi1 I |§p j| i 1^1^ SNlisPftN 

Dopo 8-12 ore, si raccoglie il contenuto intestinale, e lo si la¬ 
scia sedimentare. Osservato il detrito al microscopio, vi si trovano 
quasi esclusivamente le cellule epiteliali caratteristiche della mucosa 
intestinale, e frammezzo ad esse e a numerosissimi detriti cellulari 
<* granii 1 i. numerose ghiandole di Liei) e r k iih n intere o pezzi < li 
tubi ghiandolari. 

Tanto per lo stomaco, quanto per l’intestino vengono raccolti 
separatamente il materiale depositato e il liquido soprastante. In 
questo, dopo avere studiato in una parte di esso i caratteri fìsici e 
chimici generali, si produce un abbondante precipitato con soluzione 
concentrata di Ca Gl 2 . Si raccoglie e si dissecca a bassa tempera¬ 
tura, o nel vuoto sull’ acido solforico, il precipitato ; che può essere 
poi estratto con soluzione di II 01 2 °/ 00 o di Na 4 OO 5 5 % n , per 
fare coi liquidi d’estrazione esperimenti di digestione artificiale. 

Il materiale cellulare raccolto è in parte disseccato tal quale a 
bassa temperatura, e impiegato come polvere per ricerche chimiche 
analitiche e per ricerche chimico-fisiologiche. In parte viene tinissi- 
mamente tritato e poi digerito alla temperatura dell’ ambiente per 
21-48 ore in soluzione 0, 5 °/ 00 di Na* OO 3 , evitando la putrefazione 
mediante il toluolo. Quindi, filtrato il liquido, vien trattato con acido 
acetico fino a debolissima acidificazione. Si forma un abbondante pre- 
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ci pi tato bianco (che viene raccolto lavato e disseccato) il quale è 
solubile in alcali, precipitabile dagli acidi, coagulabile al calore, e 
che iniettato in soluzione di Na* 00* nel sangue di cani c di coni¬ 
gli si dimostra attivo* 

Il precipitato, purificato e disseccato, serve per analisi chimiche; 
sciolto in soluzione di Na" OO 5 serve per alcune ricerche di dige¬ 
stione artificiale ; sospeso in forma di precipitato polverìi lento in so¬ 
luzione 2 °/ 0 o di H01 serve per altri esperimenti di digestione, sciolto 
nel minimo possibile di Na* CO 3 è fatto agire sul latte, è iniettato 
in animali operati di fistola pancreatica permanente, ee. ce¬ 
lo ho fatto già una parte delle ricerche indicate qui sopra, coi 
materiali ottenuti nel modo detto; e ho avuto risultati dimostranti 
T utilità di lavorare su estratti di cellule epiteliali anziché di mucose. 

Ma oltre a questa utilità, un’ altra, e maggiore, consiste nella 
possibilità, con questo metodo fornita agli studiosi, di colmare ima 
lacuna della Chimica fisiologica, quella concernente la composizione 
chimica delle cellule epiteliali rivestenti le membrane mucose, degli 
elementi istologici polmonari, e forse anche delle cellule epidermiche 
e di quelle rivestenti le membrane sierose. 

H metodo da me descritto può servire anche agli istologi, per 
eh è nessun altro mezzo dà così facilmente e in sì gran numero que¬ 
gli elementi cellulari. 

Questi sembrano integri, e certamente saranno meglio rispar¬ 
miati quando, per scopi istologici, ci si serva o di una soluzione 
isosmotica di Na F, o di una soluzione anche meno concentrata e 
resa isosmotica (rispetto ai liquidi interni degii animali in esame) 
con Na 01* 

Nelle poche ricerche da me fatte, ho veduto che i corpi < e 1 Pi¬ 
lori e i nuclei sono ben colorcfbili dalix k matossiliua, dalla tienimi e, dal 
carminio. È probabile che Paspetto granuloso dei citoplasmi sia dovuto 
alla ipertonicità della soluzione, inconveniente che è eliminabile. (Ili 
eritrociti si presentano sempre, quando ci sono, intatti, non defor¬ 
mati, nè privati dell’ emoglobina. 

È lecito supporre che il Na F produca gli effetti descritti, agendo 
come solvente sulla sostanza cementante che tiene Je cellule unite 
fra loro e fissate sul loro sostrato. Orto è che le cellule presentano 
i loro contorni regolarissimi, e che intere ghiandole gastriche escono 
dalle loro nicchie e si presentano isolate e intatte, come con nessun 
altro mezzo si potrebbe ottenere egualmente. 

Se P azione del Na F si esercita sulle sostanze cementanti, come 
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sembra probabilissimo, è chiaro che se ne può estendere 1’ uso per 
altri scopi e in altri animali. l*er ora io posso aggiungere soltanto 
ohe quel sale è capace di distaccare a larghe falde Kepitelio cigliato 
unistratificato dell’ ingluvie dell* Aplysia (un Gasteropodo marino). 

Finalmente, mi rimane a studiare in che consiste razione dis¬ 
solvente del Na F sulle materie cementanti. Una supposizione ve¬ 
rosimile è la seguente : le materie cementanti come le altre forma¬ 


zioni 


di sostegno sono ricche di sali calcarei ; il fluoruro sodico, che 


ha un gran potere di penetrazione a traverso cellule e membrane, 


sottraendo Calcio a quelle materie solide le rende solubili; onde il 
distacco e la dissociazione delle cellule, di qualsiasi specie esse siano. 


Io ho osservato che la soluzione di Na F messa a contatto d'una super¬ 
ficie epiteliale, limpida da prima, quando il distacco delle cellule 
è avvenuto si presenta sempre torbida e opalescente, e non si chia¬ 
risca nè per lunga sedimentazione nè perfettamente per filtrazione. 

Questo fatto ho osservato più cospicuo negli animali adulti, 
specialmente nell' intestino di bue. Le ricerche ulteriori diranno se 


si tratta d’un tenuissimo precipitato ca cico determinato dal fluoruro 
e tenuto sospeso dal colloide sciolto della sostanza cementante e da 
altri colloidi passati nel liquido. Certo è che gli ossalati agiscono 
su per giù come i fluoruri, determinando anche il distacco delle cel¬ 
lule epiteliali dalle superfìci muccose. Molto verosimilmente, la rea¬ 
zione alcalina delie soluzioni acquose di Na F (effetto di idrolisi dei 
sali dell’acido fluoridrico, relativamente debole) favorisce il distacco 
degli elementi cellulari. 
























